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(57) Abstract: 'Hic im'cniion relates lo a mclhod for dclcrmining reversible or irreversible physiological side-cfrccis ofa subsiance 
whereby said method comprises the following steps: a) preparation ofa sample treated with the substance, preferably comprising 
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at least one sub-population of cells, c) ct)mparison of the pattern obtained in step b) with patterns from an untreated conlix)! sample 
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Verfahren zur Bestimmung von Einflussen unphysioiogischer 
Verbindungen, deren Derivate und Abbauprodukte auf Organismen, 
Organe und Zellen 

Zusammenfassung: 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Bestimmung induzierter Effekte 
unphysioiogischer Substanzen, deren Derivate oder Abbauprodukte, auf 
vorzugsweise nicht bekannte Wechselwirkungspartner in Form von Molekulen, 
Molekulkomplexen oder von subzellularen Strukturen einer Zelle, eines 
Zellverbandes, eines Organs oder Organismus zur Detektlon der 
Beeinfiussung eines physiologischen Zustandes einer Zelle, eines 
Zellverbandes, eines Organs oder Organismus, indem subzellulare Muster 
bestimmt werden, die auf der Lokalisation von Molekulen und der raumlichen 
Korrelation von mindestens zwei Molekulen, die als Co-Lokalisation 
bezeichnet wird und auf der Molekulkonzentration basieren. Erfindungsgemali 
relevant sind spezifisch die nicht-Target-bezogenen Wechselwirkungen Im 
Vergleich zu Effekten, die sich durch Wechselwirkungen mit dem 
pharmakologisch anzugreifenden TargetmolekQI, bezeichnet als Target, 
ergeben, 

Unphysiologische Verbindungen *m Form von Pharmaka, 
Nahrungsmittelzusatzen, Giftstoffe, technisch verwendete Substanzen, 
Pflanzenschutzmittel, Insektizide, Pestizide, Kosmetika, Waschmittel- 
ingredienzien etc. mussen in ihren Wirkungen auf biologische Systeme 
analysiert werden. Wir bezeichnen diese Verbindungen im folgenden als 
Substanzen oder als Compounds. Es gilt, ihre Unbedenklichkeit fur mogliche 
Exposition biologischer Systeme wie Mensch, Tier, Pflanze oder die 
mikrobielle Umwelt festzustellen. Dies gilt sowohl fur die Substanzen selbst 
als auch fur deren mogliche Abbauprodukte, Metabolite oder Derivate. 

Viele dieser Substanzen werden dafQr entwickelt, daB sie gezielt mit 
spezifischen Zielmolekulen, sogenannten Targets, in eine beabsichtigte 
Wechselwirkung treten, um beispielsweise eine pharmakologische oder 
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technische Wechselwlrkung zu entfalten. Fur die Analyse dieser 
beabslchtlgten Wechselwirkungen warden spezlfisctie Testsi sogenannte 
Assays, eingesetzt, die diese gewunschten Wechselwirkungen, wie 
beispielsweise die Inhibition eines Enzyms, die Blockade oder Aktivlerung 
eines Rezeptors, etc. anzeigen. Idealerweise zeigen solche Verblndungen 
unter den verwendeten Konzentrationsbedingungen keine hochaffinen 
Wechselwirkungen mit anderen Biomolekulen eines Organismus oder einer 
Zelle, so daB sogenannte unspezifische Wirkungen nicht auftreten. 

Keinerlei Nebenwirkungen hervorzurufen, ist allerdings ein Idealfall, der in der 
Praxis untypisch ist. VIelmehr haben Substanzen mit Affinitat zu einem 
biologischen MolekQI auch mehr oder weniger ausgeprSgte Affinitaten zu 
anderen biologischen MolekOlen, insbesondere zu denen. die mit dem 
eigentlichen Targetmolekul strukturell oder in ihrer Oberflachenstruktur 
verwandt sind. In der Pharmaforschung werden daher typlscherweise 
Familien von strukturell mit dem Target verwandten Molekulen herangezogen, 
um eine sogenannte Selektiyitatsprufung durchzufQhren. Dies ist 
insbesondere deshalb wichtig, da auch strukturell verwandte Molekule 
gemeinsamen evolutiven Ursprungs sehr unterschledliche funktionale 
Aufgaben Innerhalb eines Organismus haben konnen. Als Resultat kSnnen 
unerwunschte Wirkungen auf den Gesamtorganismus resultieren. Derartige 
spezifische Assays sind typlscherweise noch mit hinreichendem Aufwand zu 
konstruieren z.B. fQr die Familie der 7-Transmembran-Rezeptoren oder 
jeweils gegen Phosphatasen, Proteasen, Kinasen etc., da dem Assay ein 
gemeinsam nutzbares Bauprinzip zugrundeliegt. 

Trotz all dieser Verfahren. die berelts heute in hoher Stuckzahl bei friihen 
Prozessschritten z.B. der Pharmawirkstoffentwicklung eingesetzt werden 
konnen, sind komplexe Tiermodelle notwendig geblleben, um Langzeit-Effekte 
der Toxizitat und sonstigen Effekte Im Sinne von Nebenwirkungen auf die 
Physiologle eines Organismus zu studieren. Haufig verlangen die 
Zulassungsbehorden wie die FDA eine Exposition eines Gesamtorganismus 
im Sinne von Testpflanzen oder Tierexperimenten. um am Ende EinflQsse von 
unphysiologischen Verblndungen, deren Derivate oder Abbauprodukte auf 
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Molekule des Organismus zu studieren, indem makroskopisch meBbare 
Parameter herangezogen werden, z.B. die Lethalitat bei verschiedenen 
angewandten Konzentrationen (LD 50), die Mutagenizitlit, die Teratogen izit§t, 
Wachstumshemmung, Fertilitat etc.. Dazu gehoren auch Langzeit-Ratten- 
Tests von 1 Jahr und langer, urn auch scheinbar nicht-toxische, geringe 
Dosen von Substanzen in ihrer Langzeitauswirkung zu messen. Diese 
Wirkungen sind nicht mit leiclit detektierbarer, akuter Toxizitat verbunden 
Oder unmittelbar lethal, aber sie fuhren zu Langzeitschadigungen des 
Gesamtorganismus mit betr§chtlichen Wirkungen. Solche Experimente sind 
langwierig, kostspielig, ethisch problematisch, und mit ihren Resultaten nicht 
immer von molekular interpretierbarer Aussagekraft. AuBerdem fallen 
derartige Ergebnisse haufig zu einem Zeitpunkt an, bei dem die Entwicklung 
einer neuen chemischen Substanz fiir einen bestimmten Verwendungszweck 
bereits hohe Investitionen beansprucht hat. Viele dieser nicht-Target- 
bezogenen Nebenwirkungen haben kurzfristig oder langfristig irreversiblen 
Charakter wie Induktion von Apoptose, Nekrose Oder den Obergang in den 
Status ungehemmter Zellproliferation. Viele Nebenw^irkungen haben aber 
durchaus reversiblen Charakter, wenn eine Medikation beendet oder 
ausgesetzt wird. Insbesondere solch reversible Anderungen sind mit 
herkSmmlichen Testsystemen schwer oder gar nicht zu erfassen. 

Gerade in jungster Zeit erregte der Fall eines Cholesterinsenkers 
Aufmerksamkeit. Hier fQhren offensichtlich erhohte Dosen des als sicher 
eingestuften Arzneimittels in Kombination mit einer gleichzeltig applizierten 
weiteren Wirksubstanz zu letztendlich dramatischen Wirkungen auf das 
Muskelgewebe mit moglicher Todesfolge. Es bedarf eines Verfahrens, das es 
eriaubt, im Vorfeld sensitiv, zuverlassig und mit hoher Informationsdichte 
Einflusse von unphysiologischen Verbindungen, deren Derivaten oder 
Abbauprodukten, einzein oder in Verbindung mit anderen Substanzen auf 
Zellen, Gewebe und Organismen nachzuweisen. 

Ein weiteres Problemfeld ist in diesem Zusammenhang in den letzten Jahren 
in den MIttelpunkt des Interesses gerOckt, namlich die genetische Disposition 
bezogen auf die Wirksamkeit eines Medikamentes auf den individuellen 
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Organismus. Die sogenannte genetische Disposition des Individuums kann 
die Inzidenz und Progredienz bestimmter Erkrankungerr beeinfluBen (2:B. die 
Neigung zum Herzinfarkt oder zu bestimmten Tumoren (Darmkrebs)), die 
Ansprechbarkeit auf bestimmte Medikamente (z.B. Herceptin bei Brustkrebs 
Oder die GewebeabstoBung bei Implantaten) aber auch die begleitenden 
irreversiblen und reversiblen Nebenwirkungen von IVledikamenten, die nicht 
Target-bezogen sind und in den hier behandelten Bereicli der ADMET- 
Analysen (Administration = Art der Verabreichung/Formulierung, Distribution = 
Verteilung im Organismus, Metabolism = Metabolismus der Verbindung im 
Organismus (Leber etc.), Excretion = Ausscheidungscharakteristik und 
Toxicology = unerwQnschte toxisclie Nebenwirkungpn) fallen. 

Fur den Patienten, den behandelnden Arzt, die forschende Pharmaindustrie 
und auch das private oder staatliche Gesundheits- und Versicherungswesen 
ist es auUerordentiich wichtig, die individuelle genetische Konstellation 
bezuglich dieser Effekte zu kennen. Das bedeutet fruhe und sichere 
Einschatzung der Wirksamkeit einer Therapie bei unterschiedlichen 
Genotypen und Popuiationen. Dazu gehort auch im Vorfeld der Forschung 
und Entv^^icklung das Wissen um die gesicherte molekulare Wirksamkeit bei 
unterschiedlich genotypisierten Modellsystemen mit der Konsequenz geringer 
MiBerfolgsraten in der Behandlung. Was fur die Target-spezifische Wirkung 
gilt, gilt aber eben auch fOr den hier relevanten, nicht-Target-bezogenen 
Bereich der ADMET-Wirkungen. 

Die sogenannte SNP-Analytik (single nucleotide polymorphism analysis) hat 
sich in den letzten Jahren als analytisches Hilfsmittel etabliert. Hierbei wird 
ausgenutzt, daU ein spezifischer Genotyp, der fur Wirksamkeitsprofile oder 
Nebenwirkungsprofile verantwortlich ist. mit einem spezifischen 
Mutantenmuster auf Genomebene eines Patienten korreliert. Haufig sind es 
gar nicht diese Mutationen selbst, die kausal mit den zu messenden Effekten 
korreliert sind. Es hat sich nur gezeigt, daB bestimmte SNPs mit eben diesen 
Effekten eng korreliert sind, das heiBt, sie co-segregieren bei der Vererbung. 
mit dam interessierenden funktionalen Effekt. Die PCR-Methode macht es 
moglich. derartige SNP-Muster z.B. auf der Basis von Chips individuell zu 
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registrieren. Ein groBer Vorteil ware es naturlich, wenn mit wirtschaftlich 
vertretbarem Aufwand anstelle nicht direkt korrelierter SNP-Marker, die 
Target-bezogenen sowie die nicht-Target-bezogenen Effekte einer 
irreversiblen aber auch reversiblen Wirkung einer oder mehrerer Substanzen 
selbst auf den individueilen Organismus oder das genetisch individuelle 
Zellsystem gemessen werden konnten. Die Bedeutung ist um so groBer, wenn 
keine bekannten SNPs als aussagefahige Marker zur Verfugung stehen. 

In jungerer Zeit gibt es vermehrt Bestrebungen, wie bei der beschriebenen 
SNP-Analytik auch Tierversuche statt im Tier mit Hilfe von in vitro-Systemen 
zu simulieren und in bestimmten Assay-Formaten durchzufuhren. Sie werden 
haufig als eADMET-Assays (fruhe ADMET-Assays) bezeichnet, und basieren 
auf moiekularen oder zellularen Testsystemen mit hoher Durchsatzkapazitat 
be! vertretbarem Kostenaufwand. 

Seit langer Zeit werden bereits Mutagenitatstests (Ames Tests), das heilit der 
EinfluB unphysiologischer Substanzen auf die Replikation und Fehlerkorrektur 
der Genom-Replikation analysiert. Mutagene Substanzen werden z.B. 
makroskopisch uber Farbanderungen von mikrobiellen Zellkolonien registriert. 
Toxische Effekte werden neuerdings tiber die Veranderung von spezifischen 
Proteinkonzentrationen oder Enzymaktivitaten in Gewebehomogenaten oder 
auch in Einzelzellen von Geweben gemessen. mRNA-Konzentrationsmuster 
aus Gewebeproben bzw. Zellkulturen dienen der Analyse der Wirkungen von 
unphysiologischen Substanzen auf der Ebene der Transkription oder der post- 
transkriptionalen mRNA Modifikation. Es werden insbesondere die Wirkungen 
von unphysiologischen Substanzen, deren Derivate und Abbauprodukte auf 
die Enzyme des Entgiftungssystems der Leber analysiert (z.B. P450 
Isoenzyme). Ein gemeinsames Merkmal all dieser genannten Verfahren ist es, 
dass die Analysen eine minimale Probenmenge beanspruchen, die 
mindestens 10.000 bis 100.000 Einzelzellen umfaBt. Dies ist nur bei der 
Analyse homogener Zellkulturen ohne grundsatzlichen Nachteil. 
Gewebeproben beinhalten jedoch grundsatzlich unterschiednchste Zelltypen 
Oder Zellen unterschiedlichen Differenzierungs- oder Reifungszustand, die auf 
EinflQsse unphysiologischer Substanzen ganz unterschiedlich reagieren 
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konnen. Die Methoden. sind aber fOr die Einzelzellanalyse nicht sensitiv 
genug. t . _ 

Es ist bislang niclit moglich, experimentell alle moglichen Wechselwirkungen 
von unphysiologischen Verbindungen, deren Derivaten Oder Abbauprodukten 
mit alien moglichen Proteinen zu messen, schon gar nicht, wenn man sie 
nicht an hand einer veranderten Funktion dieser Proteine messen kann. Es 
sind aber die Proteine und ihre modifizlerten bzw. prozessierten Varianten, 
die auf molekularer Ebene fOr den funktionalen Status einer Zetle in einer 
Qbergeordneten Gewebestruktur verantwortlich sind. Die- Erfindung bezieht 
sich auf die uberraschende Erkenntnis, daB sich ADMET-Eigenschaften von 
unphysiologischen Verbindungen, deren Derivate Oder Abbauprodukte sich 
nicht nur in ver3nderten meSbaren Funktionen von Proteinen wie 
Enzymaktivitaten Oder Konzentrationen der Proteine oder der sie kodierenden 
Gen-Transkripte splegeln. Vielmehr stellt die Musterbildung von 
verschiedenen Proteinen in Form ihrer Lokalisation und der raumlichen 
Korrelation mit anderen Proteinen, die wir als Co-Lokalisation bezeichnen 
Oder ihrer Konzentration einen zuverlassigen, sensiblen FrQhindikator fOr 
spatere auffallige reversible Oder irreversible Effekte dar. Dazu gehoren 
beispielsweise unter anderem AH-Antwort, Akuter Phasenstress. 
Antimetabolismus, anti-Apoptose und Apoptose, Antiproliferation, Aufbrauch 
der ATP Reserven, Autoimmunreaktionen, Cholestase, De-/Differenzierung, 
DNA Schaden, DNA Replikation, EntzQndung. Entzundungsreaktionen, 
Fettleber, Fibrose, Freisetzung von Arachidonsaure, fruhe Genantvi/orten, 
genereller Zellstress, Glucoseentzug, Hitzeschock, Hypercholesterolemie, 
Hypoxie, Hypersensitivitat, Immunotoxizitat, Invasion, lonentransport, 
Lebertoxi'zitat, Leberregeneration, Mitochondrienfunktion, MItoseinduktion, 
Multidrugresistenz, Nierentoxizitat, Ostrogenizitat, oxidativer Stress, 
Peroxisomenproliferation, Peroxisomenschaden, Rekombination, Ribotoxizitat 
Oder ribotoxischer Stress, Sclerose, Steatosis, Stress des endoplasmatischen 
Reticulums, Teratogenese, Transformation, Unterbrechung der Translation, 
Transport, Tumorsuppression, Unterbrechung des Zellzyklus, 
Wachstumsstopp, ZerstSrung der zellularen Matrix, Zelladhasion. 
Zellmigration, Zellproliferation, Zellregeneration, Zell-Zell Kommunikation. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren eriaubt die Bestimmung von nIcht-Target - 
bezogenen Wechselwirkungen und durch nicht-Target-bezogene 
Wechselwirkungen induzierter Effekte, wenn chemische oder biologische 
Substanzen, deren Derivate oder Abbauprodukte in Ihren WIrkungen auf 
Zellen, einer Kollektion von Elnzelzellen eines Zelltyps, von Zellen eines 
Z^JIverbandes oder Gewebes, von Zellen eines Organs oder eines 
Organismus getestet werden, um reversible oder irreversible toxisclie 
Nebenwirkungen oder neue Wirkmechanismen zu studieren. Das hier 
beschriebene Verfahren wird bevorzugt ex corpore, d.h. auBerhalb des 
mensciilichen oder tierischen Korpers angewandt. Es werden in dem 
erfindungsgemaBen Verfahren bevorzugt aus dem Korper isolierte Zellen, 
Gewebe und Organe. sowie Zellen in der Zellkultur ais Proben und 
Untersuchungsobjekte benutzt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Bestimmung von reversiblen oder 
irreversiblen physiologischen Nebenwirkungen einer Substanz umfaBt die 
folgenden Schritte: (a) Bereitstellen einer mit der Substanz behandelten 
Probe, vorzugsweise bestehend aus einer Zelle oder mehreren Zellen in 
einem Zellverband oder einem Organ, (b) Bestimmen zellulSrer und/oder 
subzellularer Muster aus 6rtlicher Lokalisation und Co-Lokalisation und 
Konzentration von mindestens zwei verschiedenen MolekQIen, insbesondere 
Protelne, RNA-MolekQIe oder DNA-Segmente, in mindestens einer 
Subpopulation von Zellen, (c) Vergleichen der im Schritt (b) erhaltenen 
Muster mit Mustern einer unbehandelten Kontrollprobe, und (d) Ermittein 
einer physiologischen Nebenwirkung der Substanz anhand unterschiedlicher 
Muster fur eine behandelte Probe im Vergleich zu einer unbehandelten Probe. 

Definition von "nicht-Target-bezogenen Wechselwirkungen": Die primaren 
Zielstrukturen von Wirksubstanzen heiBen Targets. Es sind diejenigen 
Molekule, die uber spezifische Grenzflachen wie aktive Zentren Qber 
molekulare Interaktionen mit der Wirksubstanz physikalisch interagieren. So 
werden beispielsweise Enzyme reversibel oder irreversibel gehemmt, 
Rezeptoren agonistisch aktiviert oder antagonistisch geblockt oder 
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lonenkanaie in ihrer elektrophysiologischen Charakteristik verandert. Diese 
Interaktionen von Wirksubstanzen oder ihrer IVIetaboliten und" ihre- Target- 
vermittelten Foigeeffekte werden ais Target-bezogene Wechselwirkungen 
verstanden und sind nicht Gegenstand dieser Erfindung. Anderweitige 
Wechselwirkungen und ihre molekularen Folgeerscheinungen mit Molekulen. 
Molekulkomplexen. Zellen, oder Organen eines Organismus. die nicht auf die 
Wechselwirkung mit dem pharmakologlschen Target zuruckzufOhren sind. 
werden im folgenden als nIcht-Target-bezogene Wechselwirkungen 
bezeichnet und sind Gegenstand der Patentanmeldung. Sie sind maftgeblich 
bestimmend fur die ADMET-Profile von Wirkstoffen. In der hier vorliegenden 
Erfindung ist die Definition von "nicht-Target-bezogenen Wechselwirkungen" 
gleichzusetzten mit "physiologischen Nebenwirkungen" und "unphysio- 
logischen Wechselwirkungen". 

Es sel an dieser Stelle vermerkt. daS bei der Bestimmung zellularer und/oder 
subzellularer Muster aus ortlicher Lokalisation und Co-Lokalisation und 
Konzentration von mindestens zwei verschiedenen Molekulen. insbesondere 
Proteine. RNA-Molekule oder DNA-Segmente. die mindestens zwei 
verschiedenen Molekule sowohl einer Substanzklasse (z.B. zwei 
verschiedene Proteine) als auch unterschiedlichen Substanzklassen (z.B. ein 
Protein und ein RNA-Molekul) zugeordnet werden kSnnen.. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform kann das erfindungsgemaBe Verfahren 
zur Bestimmung von zellassoziierten Lokalisations- und Co-Lokalisations- und 
Konzentrationsmustern von mindestens zwei verschiedenen Molekulen 
herangezogen werden. Hierbei wird mindestens eine Subpopulation von 
lebenden Zellen mit mindestens einer physiologisch wirksamen Substanz zu 
mindestens einem Zeitpunkt vorbehandelt. AnschlieSend wird eine 
Bestimmung besagter Muster entweder an lebenden oder fixierten Zellen 
durchgefOhrt. 

Das Verfahren analysiert vorzugswelse nicht bekannte direkte oder indlrekte 
Wechselwirkungspartner der zu analysierenden Wirkstoffe in Form von 
MolekQIen. Molekiilkomplexen oder von subzellularen Strukturen mindestens 
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einer einzelnen Zelle, einer Koilektion Von EInzelzellen eines Zelltyps, von 
Zelleh eines Zellverbandes, von Zellen eines Organs oder Organismus. Als 
indirekte Wechselwirkungspartner bezeichnen wir die Molekulstrukturen, die 
uber regulatorische oder molekulare Wechselwirkungen mit dem direkten 
Wechselwirkungspartner in Verbindung stehen. Das Verfahren eriaubt die 
Detektion der Beeinflussung eines physiologisclien Zustandes mindestens 
einer Zelle, einer Koilektion von Einzelzellen, von Zellen eines Zellverbandes, 
von Zellen eines Organs oder Organismus, indenri zellulare oder subzellulare 
Muster aus Konzentration und Lokalisation und Co-Lokalisation oder deren 
ubergeordnete Muster von mindestens zwei Proteinen oder RNA-Molekulen 
Oder DNA-Segmenten in mindestens einer Sub-Population von Zellen 
bestimmt werden. Es ist moglich, da(J sich organspezifische Nebenwirkungen 
Oder toxische Effekte nur an bestimmten Subzelltypen auBern, die mit bereits 
bekannten Verfahren niemals nachweisbar waren, die uber eine Vielzahl von 
Zellen mittein, wie die Analyse* von Expressionsmustern uber mRNAs, die aus 
mehr.als einer einzigen Zelle prapariert werden. Das Verfahren kann auch 
charakteristische Muster identifizieren, die sich in einer kleinen Subpopulation 
bei einem Oberschuss ansonsten nicht meBbar reagierender Zellen 
manifestieren. Das Verfahren ist aber erfindungsgemafi auch auf 
differenzierte homogene Zellpopulationen oder funktionai differenzierte 
Zelltypen anwendbar, wie sie nach Differenzierung aus embryonaien oder 
aduiten Stammzellen herstellbar sind oder abgeleitet werden konnen. Hier 
konnen in besonders vorteilhafter Weise reversible oder irreversible 
Veranderungen an erfindungsgemaB mindestens zwei Molekulen studiert 
werden, deren Lokalisation, Co-Lokalisation und Konzentration exemplarisch 
den funktionalen Status einer entsprechend differenzierten Zelle beschreiben. 

Uberraschenderweise sind es eben nicht nur schwankende 
Proteinkonzentrationen an sich, wie man es aufgrund der RNA-Muster oder 
Proteinmuster bereits bestehender Verfahren vermuten konnte, sondern 
charakteristische Verschiebungen der relativen Konstellationen von Proteinen 
in den Zellen, die spezifische Effekte auf Transportprozesse oder auf den 
Energiestoffwechsel hindeuten. Dadurch entstehen charakteristische 
Musterbildungen auf zellularer und subzellularer Ebene im Sinne von lokalen 
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Verteilungsmustern, die einen bestimmten Funktionszustand im Organ oder 
Organismus abbilden konnen. Unterschiedliche Verfeilungsmuster "konnen 
sich ausbilden. ohne daB notwendigerweise absolute 
Kohzentrationsveranderungen der betrachteten MoIekQIstrukturen bezdgen 
auf die Gesamtzelle oder auf einen Zellverband notwendig sind oder 
nachwelsbar waren. 

Bekannt ist ein Verfahren zur Identifikation von Targets und zur Identlfikatlon 
pathologischer Zustande von Zellen oder Organismen, bel dem die 
. Lokalisation oder Co-Lokalisation oder Konzentration pathologisch 
veranderter Proteine mit zellulSrer oder subzellularer Auflosung identifiziert 
werden (W. Schubert. US Pat. 6,150.173; T. Nattkemper. WO 01/36939). Hier 
werden diejenigen Proteine identifiziert. die durch einen pathologischen 
Prozess selektiv bezogen auf Subtyp einer Zelle. Konzentration, Lokalisation 
und Co-Lokalisation im Vergleich zu anderen Proteinen verandert sind. Die 
Konzentrationsbestinnmung kann hierbei erfolgen. indem nur festgestellt wird. 
Ob ein entsprechendes Detektionssignal oberhalb oder unterhalb eines 
gewahlten Schwellwertes liegt. Diese Targets und ihre zugehorigen 
SignaltransduktioHsketten sind es. die durch Einwirkung eines Medikamentes 
spezifisch beeinfluSt werden. Aus diesem Grund hat das Verfahren groBe 
Bedeutung bei der Diagnose pathologischer Zustande, der Identifikation von 
pharmakologisch angreifbaren Targets und der Analyse von Pharmaka auf 
eben diese Targets und Mitglieder derselben Targetfamilie. Diese 
beschriebenen Wechselwirkungen betrachten wir als Target-bezogene 
Wechselwirkungen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Anwendung des in US 
Pat. 6.150,173 beschriebenen Verfahrens. dessen Inhalt hiermit einbezogen 
wird. auf solche Molekule. die nicht mit einem pathologischen Phanotyp oder 
Target assoziiert sind, sondern mit Molekulen. deren veranderte Muster in 
Lokalisation oder Co-Lokalisation oder Konzentration ein zuverlassiger und 
frOher Indikator fur reversible oder irreversible Langzeitwirkungen von 
unphysiologischen Verbindungen, . deren Derivate oder Abbauprodukte 
darstellt. Hierunter verstehen wir die nicht-Target-bezogenen 
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Wechselwirkungen. Unphysiologische Verbindungen bezeichnen im Sinne der 
vorliegenden Erfindung synthetisch chemische ^ oder biochemische 
Verbindungen oder Biopolymere, die kein Syntheseprodukt des zu 
analysierenden Organismus darstellen. 

Das erfindungsgemaBe Verfaliren ist kostengQnstig und sensitiv, lange bevor 
mit oben beschriebenen Methoden grobe Veranderungen makroskopisch 
detektierbar werden. Pathologische Zustande sind mit Targets und dem 
zugehorigen Targetnetzwerk assoziiert. Medikannente sollen fur die Reversion 
dieser Veranderung sorgen oder die Reversion funktional dadurch bev^irken, 
daB an einer oder mehreren spezifischen Stelien ein Medikament eine 
phanotypische. Kompensation bewirkt. Im Gegensatz hierzu bezleht sich die 
vorliegende Erfindung gerade auf die Gruppierung von Proteinen eines 
Organismus in ihrer Gesamtheit oder in Teilmengen, die nicht mit dem Target- 
Netzwerk bzw. dem Kompensationsnetzwerk verknupft sind, das einen 
pathologischen Phanotyp neutralisiert. Diese Proteine sind bezogen auf 
Lokalisation oder Co-Lokalisation oder Konzentration aber geeignet, Einflusse 
von unphysiologischen Verbindungen, deren Derivate oder Abbauprodukte 
au&erhalb der eigentlichen Targetwirkung anzuzeigen. 

In an sich bekannter Weise werden ZelJen oder Organschnitte auf eine Weise 
fixiert, daB alle makromolekularen Bestandteile relativ zueinander in der 
nativen raumlichen Konstellation zueinander erhalten bleiben. Bindemolekule 
wie Antikorper, Antikprperfragmente, Peptide die direkt oder indirekt mit 
einem optischen Marker, vorzugsweise mindestens einem Fluoreszenzmarker 
gekoppelt sind, konnen im geeigneten Medium mit dem fixierten Substrat in 
Kontakt gebracht werden, so daB genugend affine BindemolekQIe an ihre 
fixierten Bindungspartner koppein konnen. Oberscliussige Bindemolekule 
werden durch einen Waschprozess aus dem Substrat entfernt. Anschlieliend 
werden mit einer geeigneten MeBapparatur die optischen Marker mit hoher 
OrtsauflSsung tiber ihre optische Qualitat detektiert und registriert und 
bezQglich Lokalisation, Co-Lokalisation und Konzentration in Datenform 
gespeichert. Die Konzentrationsbestimmung kann hierbei erfolgen, indem nur 
festgestellt wird, ob ein entsprechendes Detektlonssignal oberhalb oder 
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unterhalb eines gewahlten Schwellwertes fur das jewellige 
MeBvolumenelement liegt. In elner bevorzugten Ausfuhrungsform-wird in 
einem Folgeschritt der optische Marker deaktiviert. Dies kann durch 
Strahlungseinwirkung oder durch chemische Reaktion geschehen. Diese 
grundsatzliche Schrittfolge kann zyklisch wiederholt werden durch Reaktion 
mit eInem oder mehreren weiteren BindemolekOI-Typen. Bei diesem 
Verfahren kommt vorzugsweise immer wieder derselbe optische IVIarker oder 
Fluorophor zum Einsatz. urn jegliche optische Aberration uber aile Zyklen- 
hinweg konstant zu halten. 

Eine hohe Spezifitat der BindemolekQIe ist bei dem erflndungsgemaSen 
Verfahren zweitrangig. Es konnen auch mehrere BindemolekDItypen 
gleichzeitig oder in Gruppen eingesetzt werden. Einzig die Musterbildung aus 
Lokalisation. Co-Lokalisation und Konzentration Ist erfindungsgemaB 
informativ und indiziert eine biologische Auslenkung von einem bekannten 
physiologischen Referenzstatus. Diese IVIusterbildungen dienen als 
Surrogatmarker fur den Phanotyp einer nicht-Target bezogenen 
Nebenwirkung. Sie steht nicht notwendigerweise direkt in Beziehung zum 
nicht-Target bezogenen Wirkort. Die Analysen werden bevorzugt am 
gesunden Organismus. an Organen. Gewebe oder Zellen durchgefQhrt, wenn 
die Wechselwirkungen mit nicht-Target-assoziierten MolekQIen gemessen 
werden sollen. Die IVIusterinterpretation- geschieht vorzugsweise im AnschluB 
an die mindestens eine oder die zyklischen Messungen. Algorithmen 
erkennen bezogen auf Volumenelemente oder Gruppen von 
Volumenelementen bestimmte Konstellatlonen von F§rbungen. die fOr einen 
spezifischen Zustand wie einen irreversiblen Toxizitatseffekt oder eine 
reversible Wechselwirkung charakteristisch sind. Sie konnen im Rechner 
sortiert werden und in unterschiedlicher Konstellation dargeboten werden, so 
daB EinflQsse von Substanzen auf ein zeilulares Geschehen hervorgehoben 
werden. Aus der Art der bestehenden Muster kann unmittelbar auf die Natur 
der musterbildenden Molekule zuruckgeschlossen werden. Minimale Muster 
als charakteristlsche Muster spezifischer reversibler Nebenwirkungen oder 
irrversibel toxischer Wirkungen werden Identifiziert und kSnnen bestimmten 
Zelltypen oder ihren Differenzierungsstadien oder Alter zugeordnet werden. 
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Das Auftreten dieser Muster belegt auch die Anwesenheit des zu 
untersuchenden Wirkmolekuls. Damit kann die Anwesenheit, Konzentration 
und zeitllche Kinetik von Konzentrationsverschiebungen registriert werden. 
Charakteristische Muster, vorzugsweise Mjnimalmuster, ktinden 
belspielsweise von beginnender Dedifferenzierung, Apoptose, 
unterschiedlicher Zellmorphologie Oder Organellmorphologie, EntzOndung. 
Autoimmunreaktion oder dem Verlust eines spezifischen Funktionsmusters 
eines differenzierten Zelltyps etc. 

Bel dem hier vorgesteilten Verfahren werden bestimmte Molekule in Zellen 
Oder Zeliverbanden von beispielsweise Organschnitten quantifizierend mit 
einer Ortsaufiosung von < 20pm, vorzugsweise kleiner 10pm, vorzugsweise 
kleiner 2pm bestimmt. Dadurch lassen sich auf Einzelzellebene bzw. auf 
subzellularem Niveau co-lokalisierte Molekulkonstellationen und Muster von 
co-lokalisierten Molektilkonstellationen im Sinne von MolekQimustern 
bestimmen. Zusatzlich lassen sich zur Musterbildung auch 
Entfernungskoordinaten zwischen einzelnen MeBpunkten verwenden. Damit 
werden Muster digitalisierbar und werden einer statistischen Auswertung auf 
Einzelzellebene bzw. subzellulSrer Ebene zugangllch. Muster, die mit 
bestimmten Ph3notypen korrelieren. nennen wir im folgenden CAMP 
(compound associated marker pattern). 

Die subzelluiSren Muster werden identifiziert, indem durch optisch 
unterscheidbare Marker-markierte Antikorper oder optisch unterscheidbare 
Marker-markierte Bindemolekule oder Gruppen solcher Bindemolekule Muster 
generiert werden, indem einmalig durch mindestens zwei optisch 
unterscheidbare Antikorper oder BindemolekQIe oder im zyklischen Ablauf 
sequentiell die jeweils spezifischen Antikorper oder BindemolekQIe mit der 
fixierten Probet, enthaltend mindestens eine Zelle, Gewebe, Organ oder 
Organismus zur Reaktion gebracht werden. Es wird die topologische 
Verteilung und Intensity der optischen Signale registriert. 

Dies geschieht im Falle einer zyklischen Vorgehensweise, bevor bei 
zyklischen AnschluBschrltten nach einem Ausbleichschritt der gebundenen 
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optlschen Marker zu Beginn des Folgezyklus der nachste Antikorper oder das 
nachste BindemolekGI zur Reaktlon gebracht wird. HIeTbei konnen zwei oder 
eine Vielzahl von Zyklen durohlaufen werden. 

Jeweilige CAMPs stellen sich als ein zweidlmensional aufgelostes 
kombinatorisches Muster der Proteinlokalisation und Co-Lokalisation dar. Es 
wird erfindungsgemaS von individuellen Zellen, Gewebe, Organen oder 
ganzen Organismen erhalten. FQr eine Musterbildung werden mindestens 
zwei verschiedene Proteine herangezogen, vorzugsweise aber eine Anzah! 
wie 5, 10 Oder noch mehr, sobald oder solange, bis eine stabile 
Musterbeschreibung erfialten wird. 

Ein CAMP wird einer zellularen oder subzellulSren zweidimensionalen 
Ortskoordinate oder in einer alternativen spezifisclien Ausfulirungsform einer 
Zeitkoordinate zugeordnet und wird typischerweise mit einem Binarcode 
beschrieben. Jede Position des Binarcodes entsprlcht einem Protein bzw. 
dem zugehorigen Nachweisreagenz wie einem markierten Antilcorper. Fur 
jedes dieser Proteine wird uber ein Kalibrierungsverfahren ein Schwellwert 
definiert. Liegt der zugehorige Wert im MeBelement. oberhalb des 
Schwellwertes, so wird fur die entspreciiende Position im Binarcode eine 1 
zugeordnet. Liegt der zugehorige Wert im MeBelement unterhaib des 
Schwellwertes. so wird fOr die entsprechende Position im BinSrcode eine 0 
zugeordnet. Mit zwei Proteinen kSnnen sich somit 4 unterschiedliche Muster 
ergeben (11. 10. 01. 00). Mit drei Proteinen kOnijen sich entsprechend 8 
unterschiedliche Muster ergeben (111, 110. 101, Oil, 001. 010. 100. 000), 
usw.. Fur die Darstellung der Muster bieten sich verschiedene Verfahren an, 
die in den AusfOhrungsbeispielen beschrieben sind. 

ErfindungsgemaB wird ein charakteristisches zellulares Molekulmuster 
dadurch gebildet wird, daU mindestens 2 definierte Molekule individuell mit 
optischer Auflosung eines MeBvoiumenelementes von der Dimension einer 
Zelle Oder einem optisch aufgelosten MeBvolumenelement als 
Teilvolumenelement einer Zelle der Zahl 0 oder 1 zugeordnet werden. je 
nachdem ob die jeweilige Konzentration uber oder unter einem zuvor 
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bestimmten Schwellwert liegt, oder wobei mindestens ein charakteristisches 
subzellulares Molektilmuster aus Molekulmustern der einzelnen subzellularen 
Teilvolumenelemente einer Zelle oder eines Zelltyps gebildet wird. 

-ErfindungsgemaR ist es auch moglich, die orlliche Auflosung zur Bestimmung 
der zellularen Lokalisation und Co-Lokalisation und Konzentration in eine 
zeitliche Auflosung zu transformieren. Hierzu konnen z.B. einzelne Zellen in 
einem elektrischen Feldkafig, wie in DE 197 23 873.4 (Verfahren und 
Vorrichtung zur Erfassung von Objektbewegungen) bescHrieben, gehalten und 
mit bestimmter Frequenz gedreht werden. Das optisclie Detektionsvolumen 
bleibt ortsfest, aber die Zelle rotiert in der Probe, wobei die abgetasteten 
Volumenelemente der Zelle im Takt der Rotationsfrequenz wiederkehrend das 
MeBvolumen passieren. Ahnlich wird bei einem Punktscanner, wie es 
beispielsweise das konfokale Laserscanning-Mikroskop darstellt, die 
Information zunachst zeitlich sequenziell aufgenommen. In einem zweiten 
Schritt kann aus solchen Zeitreihen ein ortsaufgelostes Bild rekonstruiert 
werden. fQr das beschriebene Verfahren ist dies aber nicht zwingend 
notwendig. Es reicht in vielen Fallen, die Zeitreihe nach dem zeitlich 
gemeinsamen oder jeweils einzelnen Vorkommen der mindestens zwei 
Proteine, DNA oder RNA oder aber deren Abwesenheit auszuwerten. Zum 
Beispiel kann, ohne die Methode darauf einzuschranken, das gemeinsame 
Vorkommen der Proteine, DNA oder RNA uber Kreuzkorrelation der beiden 
Zeitreihen quantifiziert werden, wahrend das einzelne Vorkommen aus 
Differenz der Autokorrelation und Kreuzkorrelation errechnet werden kann. 
Ein anderes Beispiel geeigneter mathematischer Transformationen sind 
Fourier- und Laplacetransformationen wie auch Wavelet-Transformationen. 
deren Argumente raumliche und/oder. wie vorangehend bereits beschrieben, 
zeitliche sein konnen. Insbesondere konnen dabei Transformationen mit 
variablen Argumenten fur bestimmte Abstande verwendet werden. 
Beispielsweise gibt die Kreuzkorrelation F(x)*G(x-a) an, wie viele Proteine 
den Abstand a voneinander aufweisen. 

Das. Verfahren ist auch geeignet. Genotyp-assoziierte Unterschiede im 
phanotypischen Reaktionsverhalten auf nicht-Target-bezogene Interaktionen 
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von Wirksubstanzen oder Ihrer Metabolite zu studieren. HIerzu warden Zellen, 
Gewebe oder Organismen unterschiedlichen ?Genotyps ftir die 
erflndungsgemaBe Analyse herangezogen. 

In einer zweiten erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform werden die 
subzellularen Muster durch optisch unterscheidbare Marker-marklerte 
Antikorper oder optisch unterscheidbare Marker-markierte BindemolekQIe 
Oder Gruppen solcher BindemolekQIe generiert. indem die jeweils mindestens 
zwei spezlfischen Antikorper oder BindemolekQIe mit der fixierten Probe, 
enthaltend mindestens eine Zelle, Zellverband, Organ oder Organismus, zur 
Reaktion gebracht werden und die topologlsche Verteilung der jeweiligen 
Antikdrper Qber unterscheidbare optische Signale zugeordnet wird. Solche 
optisch unterscheidbaren Signale werden durch unterschiedliche Excitations- 
wellenlangen oder Emissionswellenlangen generiert, durch unterschiedliche 
EnergietransferefTekte (FRET), durch unterschiedliche Intensitaten, 
Polarisation, oder Lebensdauer der angeregten Zustande oder Kombinationen 
der vorgenannten unterscheidbaren Signale. In einer bevorzugten 
AusfQhrungsform der hier beschriebenen Erfindung sind die optisch 
unterscheidbaren Marker fluoreszierende Marker. 

Anstelle der Anfarbung von Proteinen im fixierten Zustand der Zelle lessen 
sich erfindungsgemaB auch lebende Zellen analysieren, indem Zellen auf eine 
Weise nach Standardmethoden rekombinant hergestellt werden, daB 
mindestens zwei Proteine in situ Fluoreszenz-markiert werden, deren 
Lokalisation und Co-Lokalisation zur erfindungsgemaUen Auswertung 
herangezogen werden. GFP (green fluorescent protein) und seine Varianten 
Oder andere fluoreszierende Domanen lassen sich N- oder C-terminal an 
offene Leserahmen von Domanen der interessierenden funktionalen Proteine 
ankoppeln. Mit automatisierten Systemen wie dem Opera (Evotec 
Technologies, Germany) lassen sich gleichzeitig verschiedene Parameter von 
fluoreszierenden Liganden an iebenden oder fixierten Zellen beobachten wie 
unterschiedliche Excitations- oder Emissionswellenlange, wie 
unterschiedliche Fluoreszenzlebensdauer, Energietransfer (FRET) oder 
Fluoreszenzintensitat. Auf diese Weise lassen sich auch in situ an Iebenden 
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Zellen unterschiedlich marklerte Proteintypen unterschiedlichen 
Lokalisationen und Co-Lokalisationen zuordnen. Mindestens zwei dieser 
Proteintypen konnen dabei als Surrogatmarker fungieren. 

Wirkung, Nebenwirkung oder Toxizitat von Wirksubstanzen lassen sich 
erfindungsgemaU auch uber morphologische Muster identifizieren, wenn 
Zellen oder auch Zeilorganellen innerhalb oder aulierhalb ihres 
Gewebeverbandes ihre Form verandern. Daraus ergeben sich 
unterschiedliche, charakteristische Verteilungsmuster bzw. Abstandsmuster, 
die erfindungsgemaB identifiziert werden konnen. 

Als bevorzugt eingesetzte Proteinmarker werden unter anderem Proteine 
gewahit, die zu der Gruppe von Proteinen gehoren, die in der Tabelle 1 
gelistet sind. Meist werden neben anderen Proteine mindestens 5 Proteine 
aus dieser Liste analysiert. Die Proteine werden in einem oder mehreren 
spezifischen Zelltypen Innerhalb eines Gewebes oder Organs exprimiert. 
Grundsatzlich kommen alie vorkommenden Proteine, Peptide, DNA-Segmente 
Oder RNAs ais Markerkandidaten infrage. 

Die Analysen kOnnen an Zellkulturen oder Gewebekulturen, an Organkulturen, 
ex vivo-Organen oder ganzen Organlsmen durchgefuhrt werden. Anstelle der 
Analyse toxikologischer Endpunkte, lassen sich initiierte ADMEtox Wirkungen 
analysieren bzw. reversible Wirkungen, deren fatale Folgen ansonsten im 
ubergeordneten Organismus noch nicht manifest werden. Auf diese Weise 
werden Zeit und Kosten gespart. Es kann fruhzeitig verhindert werden, 
weitere Entwicklungskosten in neue chemische Verbindungen zu investieren, 
die langfristig an Toxizitatsproblemen scheitern wurden. Es lassen sich 
naturlich fruhzeitig aus groBeren Hit-Kollektiven auch solche Strukturen 
identifizieren, die bei gewQnschter Wirkung bestimmte Tox-Profile nicht 
aufweisen und somit geeignete Kandidaten fur die medizinisch chemische 
Optimierung darstellen. 

Bei Tierexperimenten oder auch humanpathologischen Proben werden als 
Gewebe oder Organe meist Leber, NIere, Lunge, Herz. Bauchspeicheldrtise, 
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Muskein, Gehirn. Hoden. Eierstocke, Milz, Magen, Dunndarm. Dickdarm. 
Rektum, Augen und Knochen analysiert. In der Zukunfl werden aber vermehrt 
differenzlerte Stammzellen als gut reproduzierbare biologische Testsysteme 
zum Einsatz kommen. 

Innerhalb von Organen sind toxische Effekte nicht notwendigerweise gleich 
verteilt. bzw. Konzentratlonen des jeweiligen Wirkstoffes oder seiner 
Stoffwechselprodukte zelgen differierende Konzentratlonen und zeitllche 
Verlaufe nach Applikatlon (Pharmacoklnetik und Pharmacodynamlk)So 
konnen bel dem erflndungsgemafien Verfahren in der Leber Kupferzellen. 
SInusoidalzellen. Itozellen. Hepatocyten. Gallenblaseneplthelzellen. 
Endothelzellen der hepatischen Venole und sinusoidale Endothelzellen 
bezQglich toxischer Effekte differenziert werden. Hierzu werden zusatzlich zu 
Indikatorproteinen fOr die toxischen Effekte Markerproteine fiir die Analyse 
herangezogen. die als Indikator fur den zugehorigen Zellsubtyp dienen. 

Das erflndungsgemaBe Verfahren zelgt. daB sich toxische Effekte von 
Substanzen auf Organe zunSchst selektiv auf bestimmte Zellsubtypen in 
einem betroffenen Organ konzentrieren und hier erfindungsgemaU selektiv 
nachgewiesen werden konnen. Hier besteht der entscheidende Unterschied 
zu Verfahren, bel denen auf mRNA-Ebene (Transkriptom) oder Protein-Ebene 
(Proteom) Analysen der Quantitat bestlmmter RNAs oder Proteinen auf der 
Basis eines Gemisches aus einer Vielzahl von Zellen aus einem Organ oder 
Gewebe erfolgen. Bei diesen Verfahren geht man immer von mehreren Zellen 
aus, meist von 10.000 bis 100.000. Hierin befinden sich fast immer Zellen 
unterschiedlichen Subtyps (differenzlert/dedifferenziert, Muskelzellen, 
Endothelzellen, Blutzellen und mehf). Die erflndungsgemaBe Methode 
identifiziert charakteristische ToxizitStsmuster uber statistische Messungen an 
Einzelzellen. bzw. Unterkompartimenten von Einzelzellen. Dies erklart die 
Empfindlichkeit der erfindungsgemaBen Methode gegenQber nicht-Einzelzell- 
basierten Verfahren. 

Im Vergleich zu bestehenden Verfahren auf Gen-. Gen-Transkriptions- und 
Proteinebene laBt sich folgendes feststellen. Bisher beschriebene Verfahren 
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konnen in Gewebeproben oder Zellkulturen indlvlduelle Gene, Gen- 
Transkripte, prozessierte Gentranskripte und Prpteine^ quantitativ erfassen 
und Gruppen charakteristischer indlvidueller Gene, Gen-Transkripte, 
prozessierter Gentranskripte und Proteine identifizieren. Dies ist auch eine 
Art Musterbildung, aber sie basiert auf Gemischen von einer Vielzahl von 
Zellen, die, wenn sie aus einem Organismus oder einem Organ gewonnen 
werden, immer eine Mischung unterschiedlicher Zelltypen oder 
physiologischer Zustande wie „in Zellteilung befindlich" oder „ruhend" 
darstellen. Solche Zellen konnen aber in ganz unterschiedlicher Weise auf 
Substanzen reagieren. So sind in einem Tumorgewebe meistens auch nur 
bestimmte Zellen degeneriert. Bei bereits bekannten Verfahren wird 
vorgeschiagen, in einer aufwendigen Prozedur aus Gewebe oder 
Organproben Einzelzellen zu entnehmen, in Kultur aufzunehmen, um 
anschlieliend genugend Material einer spezifischen Zellinie zu generieren und 
dann ein zellspezifisches Proteinmuster zu generieren. Mit diesem Verfahren 
soil dem bei anderen Verfahren zugrundeliegenden Problem der zellularen 
Inhomogenitat von Gewebeproben begegnet werden, die bei dem hier 
vorliegenden Verfahren keine Rolle spielen. Bei der vorliegenden 
Erfindungsmeldung wird auf die Analyse von Einzelzellen in Geweben 
abgehoben, die es eriauben, nebeneinander unterschiedliche CAMPs zu 
identifizieren. 

Mit Verfahren, deren Signale uber eine Mehrzahl von Zellen gemittelt werden, 
konnten derartige Signale leicht verdeckt werden bzw. im Rauschen 
untergehen. Zudem sind naturlich Muster von RNAs bekannterweise kein 
zuverlassiger Marker fur die Existenz des zugehorigen Proteins in der 
einzelnen Zelie, geschweige einer korrekten Protein-Prozessierung, 
Lokalisatlon oder korrekten Co-Lokalisation im Verbund funktional 
interagierender Proteine. 

Der Quantifizierbarkeit und Digitalisierbarkeit wird fur die toxikologische und 
pharmakokinetische Beurteilung von Wirkungen unphysiologischer 
Substanzen groBe Bedeutung beigemessen. Die Erfahrung hat gezeigt, daB 
sich bei der subjektiven Beurteilung pathologischer Praparate wie Zellen oder 
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Geweben haufig sehr unterschiedliche Resultate hervorgehen, abhangig vom 
Erfahrungshorizont der beteiligten Fachleute uT)d ihrer jeweiligen 
Priorisierung. 



Viele, nicht-Target-bezogene Phanotypen sind beschrieben worden. Sie 
stehen nicht alle gleichberechtigt nebeneinander. Vielmehr treten sle oft in 
Gruppen gemeinsam auf oder sind zeitlich hierarchisch geordnet, haufig im 
gemeinsamen Endpunkt Apoptose oder Nel^rose-einmQndend. Sie betreffen 
molekulare Ereignisse, eine Einzelzelle. ein Gewebeareal oder Gewebetypus, 
Oder deh gesamten Organismus. Spezifische Phanotypen sind beschrieben 
als AH-Antwort, Akuter Phasenstress. Antimetabolismus, anti-Apoptose und 
Apoptose, Antiproliferation, Aufbrauch der ATP Reserven, 
Autoimmunreaktionen. Cholestase, De-/Differenzierung, DNA Schaden, DNA 
Replikation, EntzDndung, Entzundungsreaktionen, Fettleber, Fibrose, 
Freisetzung von Arachidonsaure, frQhe Genantworten, genereller Zellstress, 
Glucoseentzug, Hitzeschock, Hypercholesterolemie, Hypoxie, 

Hypersensitivitat, Immunotoxizitat, Invasion, lonentransport, Lebertoxizitat, 
Leberregeneration, Mitochondrienfunktion, Mitoseinduktion, Multidrug- 
resistenz, Nierentoxizitat, Ostrogenizitat, oxidativer Stress, 
Peroxisomenproliferation, Peroxisomenschaden, Rekombination, Ribotoxizitat 
Oder ribotoxischer Stress, Sclerose, Steatosis, Stress des endoplasmatischen 
Reticulums, Teratogenese, Transformation. Unterbrechung der Translation, 
Transport, Tumorsuppression, Unterbrechung des Zellzyklus, 
Wachstumsstopp, ZerstSrung der zeliulSren Matrix, Zelladhasion, 
Zellmigration, Zellproliferation, Zellregeneration, Zell-Zell Kommunikation. . 

Von besonderem Anwendungsinteresse sind Musteridentifikationen, die mit 
einem Phanotyp als Folgeerscheinung einer Verabreichung einer toxisch 
wirkenden Substanz assoziiert sind, bei der eine Schadigung auf dem Niveau 
von Proteinen, Proteinkomplexen, Nukleinsauren, Organellen, Gewebe, 
Organen oder Systemen eines Individuums erfolgt. Dies ist fur die 
Aufschliisselung der Wirkprofile und Nebenwirkungsprofile neuer 
pharmakologischer Wirkstoffkandidaten von besonderem Interesse. 
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Fur eine Reihe bekannter Marker-Substanzen sind spezifische Tox-Effekte 
beschrieben: AH-Antwort, Akuter Phasenstress, Antimetabollsmus, anti- 
Apoptose und Apoptose, Antiproliferation, Aufbrauch der ATP Reserven, 
Autoimmunreaktionen, Cholestase, De-/Differenzierung, DNA Schaden, DNA 
Replikation, Entzundung, Entzundungsreaktionen, Fettleber, Fibrose, 
Freisetzung von Arachidonsaure, fruhe Genantworten, genereller Zellstress, 
Glucoseentzug, Hitzeschock, Hypercholesterolemie, Hypoxie, 

Hypersensitivitat, Immunotoxizitat, Invasion, lonentransport, Lebertoxizitat, 
Leberregeneration, Mitochondrienfunktion, Mitoseinduktion, Multidrug- 
resistenz, Nierentoxizltat, Ostrogenizitat, oxidativer Stress, 
Peroxisomenproliferation, Peroxisomenschaden, Rekombination, Ribotoxizitat 
Oder ribotoxischer Stress, Sclerose, Steatosis, Stress des endoplasmatischen 
Reticulums, Teratogenese, Transformation, Unterbrechung der Translation, 
Transport, Tumorsuppression, Unterbrechung des Zellzyklus, 
Wachstumsstopp, Zerstorung der zellularen Matrix, Zelladhasion, 
Zellmigration, Zellproliferation, Zellregeneration, Zell-Zell Kommunikatlon. 
Diese Marker-Substanzen dienen be! Anwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens dazu, identifizlerte CAMPs Toxizitatsmustern zuzuordnen. 
Derartige Toxizitatsmuster konnen somit ganz bestimmten Toxizitatssubtypen 
zugeordnet werden. Auf diese Welse konnen neue Muster mit den so zuvor 
festgelegten Mustern verglichen werden. Dadurch lassen sich unbekannte 
Substanzwirkungen bereits bekannten Toxizitatssubtypen zuordnen. Wenn fur 
bestimmte Tox-Phanotypen wie beispielswelse Hypersensitivitat Wildtyp und 
Mutante als testbare Zellen oder Gewebe zur Verfugung stehen, kSnnen die 
als charakteristisch identifizierten Muster weiter abgesichert werden. 

Das Verfahren eriaubt die Identifikation und Festlegung derart 
charakteristischer Proteinmuster auf Einzelzellebene oder subzellularer 
Proteinmuster (CAMP) als charakteristische Surrogatmarker fur definierte 
Phanotypen als Reaktion auf eine Interaktion mit mindestens einer 
chemischen oder biologischen Substanz, deren Derivate oder Abbauprodukte. 
Es werden CAMPs identifiziert, indem Vergleiche von Mustern durchgefuhrt 
werden, die mit einem spezifischen individuellen Phanotyp korrelieren. 
Hierbei gleichen sich bei unterschiedllchen Indivlduen diese Phanotypen und 
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lassen sich spezlflsch von entsprechenden Mustern abgrenzen, die man von 
analogen Geweben aus Individuen erhait, die den entsprechenden Phanotyp 
nicht aufweisen oder die niclit mit der mindestens einen chemischen Oder 
biologischen Substanz in Kontalct gebraclit werden. 

Wenn fiir bestimmte Tox-Phanotypen wie beispielsweise Hypersensitivitat 
sowohl Wildtyp als auch Mutante als testbare Zellen oder Gewebe zur 
Verfugung stehen, l<6nnen die als charalcteristisch identifizierten Muster 
weiter abgesichert werden. Nicht nur Veranderungen von zelluiaren oder 
subzellufaren Proteinmustern gegenuber einem definierten Wildtyp oder 
Normalzustand sind ein Indilcativ fQr Wechselwirl<ungen einer Substanz mit 
Zellen oder Geweben. Es lassen sIch auch spezifische Muster (CAMPs) fiir 
bestimmte Phanotypen im Sinne einer spezlfischen Reaktion einer Zeile auf 
die Interaktion mit einer Substanz identifizieren. 

Das Verfahren laBt sich auch einsetzen. urn Aussagen uber 
Aufnahmegeschwindigkeit, Verteilung im Organismus, Metabolismus und 
Ausschleusung von unphysioiogischen Verbindungen, deren Derivate oder 
Abbauprodukte zu machen. Veranderungen im Muster von nicht-Target- 
bezogenen Proteinen indizieren Anwesenheit und Konzentration dieser 
Verbindungen zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Applikatlon. Nicht die 
Verbindungen selbst, wie sonst bei Verabreichung radioaktiver Analoga, 
sondern ihre nicht-targetbezogenen Wirkungen sind erfindungsgemaB 
Gegenstand der Analytik. 

Es lassen sich daruber hinaus auch Aussagen zur BioverfOgbarkeit von 
applizierten Substanzen in Geweben erheben. Unphysiologische 
Verbindungen. deren Derivate oder Abbauprodukte verteilen sich niemals 
homogen Qber einen Organismus. Sie konnen mitunter die Blut-Hirnschranke 
nicht uberwinden, sie uberstehen die Leberpassage nicht, sie bleiben an 
bestimmten Proteinen wie Transportproteinen langfristig gebunden, sie 
reichern sich in bestimmten Organen oder Organelien an, sie verhalten sich 
unterschiedlich im unterschiedlichen genetischen Kontext der Individuen. 
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Handelt es sich bel den zu untersuchenden Molekulen nicht um kleine 
synthetische Molekule, sondern um Molekule wie monoklonale Antikorper, 
Pharmaproteine oder Nukleinsauren oder ihre Derivate lassen sich an diesen 
MolekOlen Fluoreszenzmarker ankoppein, die das physiologische Verhalten 
nicht malSgeblich beelnflussen. Diese Molekule lassen sich direkt in ihrem 
Weg und in der jeweiligen Konzentrationsvertellung mit zellularer oder 
subzellulSrer Auflosung quantifizierend verfolgen und mit der Kinetik sich 
einstellender Nebenwirkungen oder toxischer Effekte verknupfen. 

Mitunter lassen sich unerwunschte physiologische Effekte erfindungsgemaU 
nur an Subpopulationen von Zellen eines Gewebes, Organs oder Organismus 
aufdecken. Hierbei kann es sich um unterschiedlich differenzierte Zelltypen 
Oder einzelne Zellen eines ansonsten einheitlichen Zelltyps handeln. 

Neben der Erfassung der Toxizitatswirkungs-. oder Nebenwirkungs- 
spezifischen Muster werden bevorzugt auch Indikatoren zur Erfassung des 
zellularen Subtyps des ortsaufgelosten MeBvolumenelementes erfaBt. So 
konnen spezifische Nebenwirkungen auch mit spezifischen Zelltypen 
assoziiert werden oder auch einem spezifischen Differenzierungsstatus eines 
Zelltyps, in einer bevorzugten Ausfuhrungsform unter Verwendung von 
differenzierten Stammzellen. Es lassen sich so auch .neue Wirkmechanismen 
identifizieren, die auch bislang unbekannte positive pharmakologische Effekte 
an sich bereits bekannter Wirkstoffe anzeigen konnen. Nebenwirkungen 
konnen auch Indikatoren fur alternative Wirkprofile und neue 
Wirkungsmechanismen an sich bekannter Wirkstoffe bedeuten. Auf diese 
Weise lassen sich somit auch neue Targets detektieren, wenn sich 
pharmakologisch interessante Nebenwirkungen ergeben. 

Die Methode identifiziert typischerweise auch seiche Ereignisse in einem 
komplexen Substrat wie einenfi Organschnitt, bei dem die Konstellation 
unterschiedlicher Zelltypen untereinander variiert, z.B. indem Zellen im 
Verband rearrangiert werden, z.B. die chemotaktische Attraktion von 
Astrozyten im Gehirn und ihre Aktivierung oder Einflusse auf das Muster der 
unterschiedlichen Mobilisierungsstadien, Differenzierungsstadien oder 
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Umwandlungen von Differenzlerungsstadlen, die von nicht-physiologischen 
Substanzen Induziert werden. .? . _. 

Viele Nebenwirkungen sind abhangig vom getesteten Individuum bzw. seines 
sogenannten Genotyps. Deshalb ist es wichtig, uber ein Verfahren zu 
verfugen, das es eriaubt, zu Beginn der pharmazeutischen 
Wirkstoffoptimlerung zu testen. ob bei Kollektlven unterschiedlicher 
Genotypen und spezifischer Populationen unterschiedlicher ethnischer 
Zugehorigkeit gleiche oder unterschledliche Muster von Nebenwirkungen oder 
Toxizitatseffekte In Zellen, Geweben oder Organen Identifizlert werden 
konnen. Gesucht sind nebenwirkungsarme WIrksubstanzen fQr eine Mehrzahl 
•Oder gar alle Genotypen einer Spezles. 

Aus diesem Grunde lost die vorliegende Erflndung auch wichtige 
Fragestellungen in Bezug auf WIrkungen von unphysiologischen 
Verbindungen, deren Derivate oder Abbauprodukte bei unterschiedlichen 
Individuen. die sich letztlich auf differierende genetische Konstellationen 
zuruckfuhren lassen. Anstatt diese WIrkungen indirekt mit Gen- 
Mutantenmustern (SNPs; single nucleotide polymorphisms) zu korrelieren, 
lassen sich die nicht-Target-bezogenen Wirkungen direkt Ober die Funktionen 
auf Proteinebene analysieren. Selbst wenn es damit nicht mSglich ist, 
prospektiv aufgrund eines genetischen Fingerprints die Populationen zu 
ermitteln. die nicht mit der getesteten unphysiologischen Verbindung, deren 
Derivaten Oder Abbauprodukten In Beriihrung kommen sollten. so laBt sich 
doch bei der chemischen Entwicklung der Substanzen ermitteln, ob Qberhaupt 
und in welchem MaBstab Teilpopulationen ungQnstig oder unterschledlich auf 
die Verbindungen reagieren. 

Interessant sind Insbesondere auch toxische Phanotypen, die mit einer 
spezifischen ethnlschen Gruppe, Geschlecht oder Altersgruppe assoziiert 
sind. 



Nicht alle Organismen oder Individuen reagieren mit derselben 
Empfindlichkeit auf den Kontakt mit neuen Substanzen. Auf die genotypischen 
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Unterschiede und die Bedeutung im Zusammenhang mit dem 
erfindungsgemalien Verfahren wurde bereits hingewiesen. Es gibt aber auch 
klassifizierte Mutanten oder bestimmte Genotypen, die fur ihre generelle 
Empfindlichkeit gegenuber neuen Substanzen bekannt sind und die man als 
hypersensitive Mutanten bezeichnen kann. Patienten mit entsprechendem 
Profil Oder Predisposition neigen zur allgemeinen starken Oberreaktionen 
gegenuber neuen Substanzen. Sie reagieren hypersensitiv. Entspreciiende 
Mutanten gibt es als Testorganismen oder Testgewebe. ErfindungsgemaB 
lessen sich derartige Hypersensitivitats-Testorganismen im Vergleicii zu 
Normal-Organismen einsetzen, um charakteristische Vergleichsmuster zu 
generieren. 

Das Verfahren eriaubt es auch, uber zeitlich variierende Musterbildungen 
physiologlsche Kompensationsmechanismen anzuzelgen sowie eine sich uber 
Zeit aufbauende biologische Substanzaktivitat bezQglich Wirkung, 
Nebenwirkung oder Toxizitat zu detektieren 

Besondere Bedeutung hat das Verfahren auch fur die Analyse synergistischer 
Nebenwirkungen verschiedener Wirkstoffe. Wirkung, Nebenwirkung oder 
Toxizitat von Wirksubstanzen lassen sich konzentrationsabhangig In 
Gegenwart mindestens einer weiteren Wirksubstanz messen. 

Reversible Nebenwirkungen lassen sich von irreversiblen toxischen Effekten 
organspezifisch oder zellspezifisch quantifizierend oder digitalisierend 
differenzieren, indem der zeitliche Verlauf oder eine Reversion 
charakteristischer Nebenwirkungsmuster nach Absetzen der Einwirkung 
chemischer oder biologischer Wirksubstanzen gemessen wird. Die dabei 
erzielten Ergebnisse basieren auf statistischen Resultaten, die auf 
Einzelzellebene erhalten werden. 

Neben den verabreichten Verbindungen sind fur toxikologische 
Untersuchungen auch deren Stoffwechselprodukte von Bedeutung, die jeweils 
fiir sich oder als Gruppe von Substanzen spezifische Toxizitats profile 
aufweisen konnten. Dies lalit sich mit dem erfindungsgemaRen Verfahren 
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verbinden. jndem die Ausgangsverbindung mit Enzymen Oder 
Enzymgemischen der P450-Enzyme vorinkublert werden, oder -mit der 
sogenannten S9 Fraktion von Leberextrakten oder mit einer Mlkrosomen- 
Fraktion vorinkublert werden. 

Die Gewebe und Zeilen von Organen des Verdauungstraktes sind 
naturgemaB als erste und in vergleichswelse maximaler Konzentration mit 
einem Wirkstoff oder Wirkstoffgemisch konfrontiert. Gewebe oder Zeilen des 
Verdauungstraktes. insbesondere die Leber. BauchspeicheldrOse, Magen. 
Diinndarm. DIckdarm, Gallenblase. NIere oder Blase sind demnach von 
besonderem Interesse fOr die praklinische und kllnlsche Forschung. Ahnliches 
gilt fiir die Leber als dem Organ. In dem sich viele pharmakologische. 
Insbesondere amphlphile Substanzen aufkonzentrleren und durch die P450 
iso-Enzyme metabollsiert werden. Deshalb ergeben sich haufig In der Leber 
durch Pharmaka und deren Abbauprodukte toxische Effekte, Insbesondere 
bezugllch . Fettstoffwechsel, Fettleber. Cholestase. Gelbsucht. Hepatitis. 
Steatose. Nekrose, Hyperplasie, Mutagenese. Tumorbildung oder 
Peroxisomproliferation innerhalb der Hepatozyten. Hier werden insbesondere 
die Protelne zur Musterbildung herangezogen. die mit Tumorbildung. 
Teratpgenese. Immunsuppression, Pankreatitis oder Agranulozytose 
assoziiert sind. Aber auch die Morphologie einer beeinfluBten Zelle selbst 
kann erfindungsgemaB zu charakteristischen CAMPs fQhren. 

Die Niere als haufiges Ausscheldungsorgan 1st ein weiteres Gewebe, das 
insbesondere mit Metaboliten von Wirksubstanze.n konfrontiert 1st. denen 
gelegentllch ebenfalls eine toxische WIrkung zukommen kann. Hier werden 
bevorzugt Protelne In die Evaluation mit einbezogen, die mit Nekrose. 
Glomerulitis. Nephritis. Tumorbildung. Hyperplasie. Protelnurie. 
Nierenschaden oder Nierenversageh assoziiert sind. Aber auch andere 
Organe reagleren haufig mit speziflschen Nebenwirkungsreaktionen. Dazu 
gehoren Muskelgewebe. Herz. Blut, Haut. Augen und Nervengewebe. 
Entsprechend werden hier Protelne bevorzugt. deren Assoziation mit 
Myotoxizltm. Cardiotoxizitat. Bluttoxizitat. Hauttoxizitat. Augentoxizitat oder • 
Neurotoxizitat bereits grundsatzlich beschrieben sind. Zu den beschriebenen 
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Phanotypen gehoren Muskeldystrophien, Tachycardie, Arrhythmie, 
Hypotension, Hypertension, Leukamie, Neutropenie, Agranulozytose, 
reripherer Neuropathie. Dennenz, EntzQndung, Irritation, Sensitisierung, 
Myelosuppression oder Retinopathie. 

Weitere Proteinmarker beziehen sich auf Proteine, die nnit Apoptose, 
Zelladhasion, Autopliagozytose. Zellzyklusstillstand, Zyrkadtschem Rhythmus, 
Zytokinsezernierung, De-differenzierung, Differenzierung, Schadigung der 
Mitochondrien, Migration, Mutation, Oncose, Peroxisomproliferation, 
Rekombination, Seneszenz, Signalrefraktivitat, Ausbreitung oder 
Transformation assoziiert sind. 

Mit dem hier beschriebenen Verfafiren hat sich uberraschend gezeigt, daB mit 
dem Vorteil der Signalauflosung auf Einzelzellebene toxische und 
pharmakokinetische Effekte einzelnen Zellen und sogar einzeinen 
Zellkompartimenten zugeordnet werden konnen. Nicht nur pathologische 
Zustande konnen sich uber veranderte Verteilungsmuster von Proteinen in 
einzelnen Zellen auBern, sondern es k5nnen sich auch pharmakokinetische 
Effekte ebenfalls Qber Veranderungen im subzellularen Verteilungsmuster 
auBern. 

Oberraschend ist die Tatsache, daB die Muster charakteristisch sind und 
fruhzeitige Marker einer physiologischen Veranderung darstellen, nicht die 
relativen zellularen Konzentrationen von Proteinen selbst. 

Ein wesentlicher Aspekt bei der Beurteilung von nicht-Target-bezogenen 
Interaktionen von Substanzen ist die reversible und irreversible Interaktion mit 
dem spezifisch funktionalen Leistungsprofil spezifisch differenzierter Zellen. 
Es hat sich in der Vergangenheit immer wieder herausgestellt, daB es eben 
diese funktionalen Eigenschaftsprofile sind, die durch inakzeptable 
Nebenwirkungen gestort werden. Beispiele sind Einflusse auf die kontraktilen 
Elemente von Muskelzellen oder die Veranderung von Reizleitungsprpfilen bei 
Herzmuskelzellen, die zu einer verlangerten QT-Phase fOhren. Das 
erfindungsgemaBe Verfahren eriaubt es, Surrogat-Marker zu identifizieren, 
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die eine weitgehend unbeeinfluBte Funktionalitat anzeigen bzw. ihre 
reversible oder irreversible toxische Beeinflussung ofine notwendigferweise 
mit den mechanistischen Ursachen verknupft zu sein. Sind derartige 
Surrogat-l\^arl<er einmal Identifiziert, ist es fur ein breit angelegtes Screening 
von groBen Zahlen von cliemischen oder biologisclien Substanzen nicht 
unbedingt notwendig, eine Vielzahl zusatzlicher Marker in iterativen 
Prozessen zu bestimmen. Im erfindungsgemaBen Grenzfall reicht ein Zyklus 
aus, urn aus einer charakteristisch veranderten Co-Lokalisation von nur zwel 
Surrogatmarkern auf eine veranderte Funktionalitat eines Zelltyps zu 
schlieBen. Dabei kann die Farbung der zugehorigen Protelne auch dadurch 
erfolgen, daB die Proteine in situ einen optisch nachweisbaren Marker tragen. 

Die Fig. 1) zeigt subzellulSre Verteilungsmuster einzeiner Molekultypen 
(Proteine und DNA MolekDIe). Die hier dargestellten Bilder wurden durch das 
sequentiell wiederholte AnfSrben einer Zellkultur von HepG2-Zellen nach 
chemischer Fixierung mit fluoreszierenden Binde- bzw. Markermolekulen (im 
einzelnen cfos, p53, GSTalpha. Keratin, hsp 70, p170. hrar, Cytochrom C. 
Caspase 3. nfkappab, mito, wga, Propidiumiodid (und Phasen- 
kontrastaufnahme), Aufnehmen einzeiner Fluoreszenzbilder und 
anschlieBendem Bleichen generiert. Im wesentlichen wurde das bereits 
bekannte Verfahren (US Pat 6.150.173 und WO 01/36939) eingesetzt. In 
einigen Bildern wurden durch das AnfSrben einzelne subzellulare 
Kompartimente spezifisch markiert. Beispiele hierfOr sind der Zellkern durch 
Propidiumiodid (prop), Mitochondrien durch den AntikSrper MitochondriaAB2 
(mito) und Telle des ER und Golgl Netzwerkes durch ein Lectin (wga, wheat 
germ agglutinin). Des weiteren ISsst sich der zytoplasmatische Bereich durch 
Addition einiger zytoplasmatlscher Anfarbungen und Subtraktion der 
Kernfarbung rechnerisch definieren (siehe Fig. 2). Wenn dieses Verfahren mit 
mehreren Zellkulturen oder Gewebeschnitten sowohl unter Kontroll- als auch 
unter Testbedingungen eingesetzt wird, lasst sich die anteilmassige 
Verteilung einzeiner Molekultypen in den unterschiedlichen subzellularen 
Bereichen statistisch quantifizierend bestimmen (siehe Fig. 4). 
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Basjerend auf dem in Fig. 1 beschriebenen Verfahren wurden in Fig. 2 zwei 
unterschiedliche subzellulare Bereiche einzein aufgeloster Zellen definiert. 
Dargestellt in schwarz ist der Zellkern, der durch die Propidiumiodid-Farbung 
markiert wurde. Der zytoplasmatische Bereich ist grau dargestellt. 

In Fig. 3 ist die Verteilung des menschlichen Retinsaure-Rezeptors (hRAR) in 
HepG2 Zellen dargestellt. Das obere Panel von vier Figuren zeigt die 
Verteilung des hRAR unter Kontrollbedingungen (ohne vorherige Exposition 
toxischer Substanzen). In dem unteren Panel ist die Verteilung des hRAR 
unter Testbedingungen (nach Exposition einer toxischen Substanz, (6,25 pM 
cis-Platin) fur 24 Stunden) dargestellt. In der Testsituation findet man den 
hRAR so gut wie ausschlieBlich im Zellkern. Unter Kontrollbedingungen lalit 
sich der hRAR sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma detektieren. Dies 
sol! als Beispiel fur ein MoIekQI dienen, das sich unter der Einwirkung einer 
toxischen Substanz innerhalb der Zelle neu verteilt Das hier dargestellte 
Minimalmuster Ist also die In der Konzentration (lokale Verteilung der 
Fluoreszenzintensitat) variieriende Co-Lokalisation des hRAR mit durch 
Propidumiodid markierter nuklearer DNA. 

Die Fig. 4 zeigt sogenannte Box-Plots der Intensitatsverteilungen von zwei 
Markern der Fig. 3, Marker-Antikorper gegen den humanen Retinsaure- 
Rezeptor hRAR und Propidiumjodid zur Anfarbung von DNA. Es werden die 
Daten von jeweils zwei an unterschiedlichen Tagen durchgefuhrten 
Experimenten gegenubergestellt. Es wird zwischen den 
Intensitatsverteilungen der ortlich aufgelosten Volumenelemente im Bereich 
der errechneten Zytoplasma-Bereiche (siehe Fig. 3, rechte TeilFig.en (grau 
definierte Bereiche)) der vermessenen Hepatozyten unterschieden im 
Vergleich zu den Intensitatsverteilungen der ortlich aufgelosten 
Volumenelemente in den Bereichen der Zellkerne (schwarz). Die Plots stellen 
jeweils die Haufigkeitsverteilungen der jeweiligen Fluoreszenzintensitaten in 
arbitraren Einheiten dar, wobei die Linien in den Boxen jeweils die Medlane 
der Verteilung aller ausgemessenen Volumenelemente der Kategorie 
«Zytoplasma" bzw. „Zellkern" umfaBt. Ober- und Untergrenze der Box 
kennzeichnen jeweils 75% bzw. 25% der Gesamtverteilung der 
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ausgemessenen Volumenetemente. Die einge-zeichneten kurzen Querbalken 
markieren Einzelereignisse fur einen optlsctien Eindruok der 
Intensitatsverteilungen fernab vom Median. Aus der quantifizierenden 
Auswertung ergibt sich in statistisch signifikanter Weise die durch cis-Piatin 
verursachte Verringerung der zytoplasmatischen Lokalisation des Retinsaure- 
Rezeptors im Zytoplasma. 
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Tabelle 1: Liste von bevorzugt eingesetzten Proteinmarker. Meist warden 
neben anderen Proteine mindestens 5 Proteine aus dieser Liste analysiert. 
Die Proteine werden in einem Oder nf)ehreren spezifischen Zelltypen innerhalb 
eines Gewebes oder Organs exprimiert. Grundsatziich kommen alle 
vorkommenden Proteine, Peptide, DNA-Segmente oder RNAs als 
Markerkandidaten infrage. 



Genebank 
accession 
# 


Protein 


X94333 


HSTGN46 


AF248953 


Homo sapiens golgi matrix protein GM130 (GOLGA2) 


BC003512 


Mesothelin 


M22434 


Carclnoembryonic antigen 


U30930 


GalT, galactosyl Transferase 


A57013 


early endosome antigen 1 


P04040 


Cataiase 


L78207 


ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 


AF037064 


solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 1-like 


X95715 


anthracycline resistance-associated protein (ARA) 


Y17151 


ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3 


S90469 


P450 (cytochrome) oxidoreductase 


L26318 


mitogen-activated protein kinase 8 


L31951 


mitogen-activated protein kinase 9 


U34819 


nnitogen -activated protein kinase 10 


U22431 


hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix 
transcription factor) 


X92106 


bleomycin hydrolase 


L04791 


excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 
complementation group 6 


L20046 


excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 
complementation group 5 (xeroderma pigmentosum, complementation 
group G (Cockayne syndrome)) 
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Msogss 



M318g9 



M32865 



X-ray repair complementing defective repair in Chinese liamster cells 5 
(double-strand-break rejoining; Ku autoantlgen, 80kD) 



excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 
complementation group 3 (xeroderma pigmentosum group B 
complementing) 



thyroid autoantigen 70kD (Ku antigen) 



X52221 



M36089 jX-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1 



M29971 



M13194 



U07418 



D21090 



O-6-methylguanine-DNA methyltransferase 



excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 
complementation group 2 (xeroderma pigmentosum D) 



excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 
complementation group 1 (includes overlapping antisense sequence) 



mutL (E. coli) homolog 1 (colon cancer, nonpolyposis type 2) 
RAD23 (S. cerevisiae) homolog B ~ 



D21 235 RAD23 (S. "cerevisiae) homolog A 



U35835 



DNA-dependent protein kinase (DNA-PK); DNA-PK catalytic subunit 
(DNA-PKCS) 



U 121 34 IRAD52 (S. cerevisiae) homolog' 



U33841 



X83441 



U63139 



ataxia telangiectasia mutated (includes complementation groups A, 0 
and D) 



RADSd (S. cerevisiae) homolog 



X84740 



U04045 



U54777 



U13695 



U13696 



M36067 



ligase IV. DNA, ATP-dependent 



ligase III, DNA, ATP-dependent 



mutS (E. coll) homolog 2 (colon cancer, nonpolyposis type 1) 



mutS (E. coli) homolog 6 



postmeiotic segregation 1 



postmeiotic segregation Increased (S. cerevisiae) 2 



ligase I, DNA, ATP-dependent 



D14533 



5D21089 



xeroderma pigmentosum, complementation group A 



xeroderma pigmentosum, complementation group C 



X15653 



uracll-DNA glycosylase 



X59764 



DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase; AP endonuclease 1 (APE1); 
apurinlc/apyrimldinic endonuclease (APEX); APEX nuclease (APEN); 
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013804 


REF1 


RAD51 (S. cerevisiae) homolog (E coli RecA homolog) 


D13365 


metallothionein III (MT3); brain growth inhibitory factor (GIFB) 


D49547 


heat shock 40kD protein 1 


M34664 


heat shock 60kD protein 1 (chaperonin) 


X07270 


90-kDa heat-shock protein A (HSP90A); HSP86; HSPCA 


X54079 


heat shock 27kD protein 1 


M11717 


heat shock 70kD protein 1A 


X51757 

j:_ _ 


heat shock 70kD protein 6 (HSP70B') 


Y00371 . 




L26336 


heat shock 70kD protein 2 


X79882 


major vault protein 


D87292 


thiosulfate sulfurtransferase (rhodanese) 


L05779 


epoxide hydrolase 2, cytoplasmic 


M63012 


paraoxonase 1 


|X 14672 


N-acetyltransferase 2 (arylamine N-acetyltransferase) 


L13278 


crystallin, zeta (quinone reductase) 


M 13267 


cytosolic superoxide dismutase 1 (SOD1) 


U03688 


cytochrome P450, subfamily 1 (dioxin-inducible), polypeptide 1 
(glaucoma 3. primary infantile) 


M33318 


cytochrome P450, subfamily IIA (phenobarbital-inducible), polypeptide 6 


M29874 


cytochrome P450, subfamily IIB (phenobarbital-inducible) 


Ml 3785 


cytochrome P450, subfamily IIIA (niphedipine oxidase), polypeptide 3 


L04751 


cytochrome P450, subfamily IVA, polypeptide 11 


X56088 


cytochrome P450, subfamily VIIA (cholesterol 7 alpha-monooxygenase), 
polypeptide 1 


X13227 


D-amino-acid oxidase 


M21940 

i 

r 


S-mephenytoin 4 hydroxylase; cytochrome P450 IIC9 (CYP2C9); 
CYP2C10; CYP2C17; CYP2C18; CYP2C19 


iJ02625 ! 


cytochrome P450, subfamily HE (ethanol-inducible) 


|J02906 j 


cytochrome P450, subfamily IIP, polypeptide 1 


J02871 


cytochrome P450, subfamily IVB» polypeptide 1 


Z00036 


cytochrome P450, subfamily 1 (aromatic compound-inducible), 
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poiypopiiae z 




giuiainiune peroxiuas6 o \piasmay 


il 1 Q1 


peroxireaoxin ^ 


AO / sJO I 


peroxireaoxin i 


A 1 O / iilZ 


giuiatnione reductase 




microsomal glutathione S^transferase 1 


X15480 


glutathione S-transferase pi 


YUU4oo 


glutathione peroxidase 1 


X79389 


glutathione S-transferase theta 1 


X97261 


methallothionein IH (MT1H); metallothineinO (MTO) + MT1I; MT2 + MT1L 
+ MT1R 


X53463 


glutathione peroxidase-gastrointestinal (GSHPX-GI); glutathioi ) 
peroxidase-related protein 2 (GPRP) 



X06985 



D21243 



M64082 



!X08020 



:M25627 



U90313 



J03934 



M60974 



S40706 



M14565 



Y10387 



M236g8 



Z11737 



heme oxygenase (decyclihg) 1 



heme oxygenase (decycling) 2 



flavin containing monooxygenase 1 



glutathione S-transferase M4 



glutathione S-transferase A2 



glutathione-S-transferase lilce; glutathione transferase omega 



U34683 jglutathione synthetase 



diaphorase (NADH/NADPH) (cytochrome b-5 reductase) 



growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 



DNA-damage-inducible transcript 3 



cytochrome P450, subfamily XfA (cholesterol side chain cleavage) 



3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1 (PAPS synthase 1; 
PAPSS1); PAPS synthetase 1; sulfurylase kinase 1 (SK1) 



serum amyloid A1 



flavin containing monooxygenase 4 



U07550 



IU15590 



M 16660 



!J04093 



heat shock 10kD protein 1 (chaperonin 10) 



heat shock 27kD protein 3 



heat shock 90kD protein 1, beta 



UDP glycosyltransferase 1 family, polypeptide A6 



|J05459 jglutathione S-transferase M3 (brain) 
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K03191 


cytochrome P450, subfamily I (aromatic compound-inducible), 
polypeptide 1 


L07765 


carboxylesterase 1 (monocyte/macrophage serine esterase 1) 


L48516 


paraoxonase 3 


M12792 


cytochrome P450, subfamily XXIA (steroid 21 -hydroxylase, congenital 
adrenal hyperplasia), polypeptide 2 ! 

i i 


M20403 

— 


jcytochrome P450, subfamily IID (debrisoquine, sparteine, etc., -! 
jmetabolizing), polypeptide 6 


M57899 


UDP glycosyltransferase 1 family, polypeptide A1 


M57951 


UDP glycosyltransferase 2 family, polypeptide B 


M69177 


monoamine oxidase B 


M84127 


UDP glycosyltransferase 1 family, polypeptide A3 


S55985 


microsomal UDP-glucuronosyltransferase 1-2 (UDPGT; UGT1.2; 
UGTIB; GNT1); HLUGP4 


S62904 


thiopurine S-methyltransferase 


U 12778 


acyl-Coenzyme A dehydrogenase, short/branched chain 


X55764 

: 

1 


cytochrome P450, subfamily XIB (steroid 1 1-beta-hydroxylase), 
polypeptide 1 


X71480 jcytochrome P450 IVA11 (CYP4A11) 


Yb9501 idiaphorase (NADH) (cytochrome b-5 reductase) 


D86956 ' 


heat shock 105kD 


J02947 1 


superoxide dismutase 3, extracellular 


D13388 


heat shock protein, DNAJ-like 2 


L05628 


ATP-blnding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 1 


L12723 jheat shock 70kD protein 4 


L15189 


heat shock 70kD protein 98 (mortalin-2) 


M86752 


sfress-induced-phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein) 


S45630 


crystallin, alpha B 


S67070 


heat shock 27kD protein 2 


U05569 ( 


crystallin, alpha A 


U08021 


nicotinamide N-methy transferase 


U09031 ! 


sulfotransferase family, cytosolic, 1A, phenol-preferring, member 1 


D16581 1 


nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 1 
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M23234 


ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4 


U40992 


DnaJ-iike heat shock protein 40 


M26880 


ubiquitin C 
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Patentanspruche 



PCT/EP02/13996 



1. Verfahren zur Bestimmung von reversiblen oder irreversiblen 
physiologischen Nebenwirkungen einer Substanz, wobei das Verfahren die 
folgenden Schritte umfaBt: 

a) Bereitstellen einer mit der Substanz behandelten Probe, vorzugsweise 
bestehend aus einer Zelle oder mehreren Zellen in einem Zellverband oder 
einem Organ, 

b) Bestimmen zellularer und/oder subzellularer Muster aus ortlicher 
Lokalisation und Co-Lokalisation und Konzentration von mindestens zwei 
verschiedenen Molekulen, insbesondere Proteine, RNA-Molekule oder 
DNA-Segnnente, in mindestens einer Subpopulation von Zellen, 

c) Vergleichen der im Schritt b) erhaltenen Muster mit Mustern einer 
unbehandelten Kontrollprobe, 

d) Ermittein einer physiologischen Nebenwirkung der Substanz anhand 
unterschiedlicher Muster fOr eine behandelte Probe im Vergleich zu einer 
unbehandelten Probe. 

2. Verfahren gemSB Anspruch 1 zur Bestimmung von zellassoziierten 
Lokalisatlons- und Co-Lokalisations- und Konzentrationsmustern von 
mindestens zwei verschiedenen Molekulen, wobei mindestens eine 
Subpopulation von lebenden Zellen mit mindestens einer physiologlsch 
wirksamen Substanz zu mindestens einem Zeitpunkt vorbehandelt wird und 
die anschlieRende Bestimmung entweder an lebenden oder fixierten Zellen 
durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren gemaB einem der AnsprQche 1 bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dali die Bestimmung der zelluiaren Lokalisation und Co- 
Lokalisation und Konzentration mit einer ortlichen Auflosung von kleiner 
20pm, vorzugsweise kleiner lOpm, vorzugsweise kleiner 2|jm betrieben wird. 

4. Verfahren gemaU mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB physiologische Nebenwirkungen als reversible 



SDOCID:<WO. . 03050535A2. 1 > 



wo ()3/«5»535 PCT/EP02/13996 

38 

Nebenwirkungen oder irreversible toxische Effel^te organspezifisch oder 
zeilspezifiscli quantifizierend oder digitalisierend bestimmt werden. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daS die 
quantifizierende oder digitalisierende Bestimmung auf statistisclien 
Resultaten basiert, die auf Einzelzellebene erhalten werden. 

6. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, wobei ein 
charakteristisclies zellulares MolekQImuster dadurch gebildet wird, daB 
mindestens 2 definierte MolekQIe individuell mit optischer Auflosung eines 
l\/IeBvolumenelementes von der Dimension einer Zelle oder einem optisch 
aufgelosten MeSvolumenelement als Teilvolumenelement einer Zelle der Zahl 
0 Oder 1 zugeordnet werden, je nachdem ob die jeweilige Konzentration. uber 
Oder unter einem zuvor bestimmten Schwellwert liegt, oder wobei mindestens 
ein charakteristisches subzeilulares MolekQImuster aus Molekulmustern der 
einzelnen subzellularen Teilvolumenelemente einer Zelle oder eines Zelltyps 
gebildet wird. 

7. Verfahren gemaB mindestens einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die ortliche Auflosung zur Bestimmung der zellulSren 
Lokalisation und Co-Lokalisation und Konzentration in eine zeitliche 
Auflbsung transformiert wird. 

8. Verfahren gemaB mindestens einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB zur Bestimmung der Lokalisation und Co-Lokalisation 
mathematische Transformationen des gemessenen Signals verwendet 
werden, insbesondere Kreuzkorrelation und/oder Fouriertransforrnationen 
und/oder Laplacetransfprmationen und/oder Wavelet-Transformationen mit 
variablen Argumenten. 

9. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB neben der Erfassung der Toxizitatswirkungs- oder 
Nebenwirkungs-spezifischen Muster auch Indikatoren zur Bestimmung des 
zellularen Subtyps des ortsaufgelosten MeBelementes erfaBt werden. 
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10. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dali die subzellularen Muster durch mindestens zwei optisch 
unterscheidbare Marker-markierte Antikorper oder optisch unterscheidbare 
Marker-markierte Bindemolekule oder Gruppen solcher BindemolekQie 
generiert werden, Indem die jeweils spezifischen Antikorper oder 
Bindemolekule mit der fixierten Probe, enthaltend mindestens eine Zelle, 
Zellverband, Organ oder Organismus, zur Reaktion gebracht werden und die 
topologische oder zeitliche Verteilung der optisch unterscheidbaren Signale 
registriert wird. 

11. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, da(i die subzellularen Muster durch optisch unterscheidbare 
Marker-markierte Antikorper oder optisch unterscheidbare Marker-markierte 
Bindemolekule oder Gruppen solcher Bindemolekule generiert werden, indem 
im zyklischen Ablauf sequentiell die jeweils spezifischen Antikorper oder 
Bindemolekule mit der fixierten Probe, enthaltend mindestens eine Zelle, 
Zellverband, Organ oder Organismus, zur Reaktion gebracht werden, die 
Topologie und Intensitat der optischen Signale registriert werden, bevor nach 
einem Ausbleichschritt der gebundenen optischen Marker zu Beginn des 
Folgezyklus der nachste Antikorper oder das nachste Bindemolekul zur 
Reaktion gebracht wird und wobei mindestens zwei Zyklen durchlaufen 
werden. 

12. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 10 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB die optisch unterscheidbaren Marker fluoreszierende 
Marker sind. 

13. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, da& optisch unterscheidbare Signale uber unterschiedliche 
Excitationswellenlangen, unterschiedliche Emissionswellenlangen, unter- 
schiedliche Lebenszeiten der angeregten Zustande, unterschiedliche 
Intensitaten, unterschiedliche Energietransfereffizienzen oder unterschied- 
liche Polarisationseigenschaften oder definierte Kombinationen davon 
gemessen werden. 
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14. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruehe 1 bis-13, dadurch 
gekennzeichnet, daR die subzellularen Muster durch optische Marker von in 
situ markierten Molekulen generiert werden, indem mindestens zwei 
Molekultypen als Surrogatmarker fungieren. die optisch unterscheidbare 
Marker tragen. 

15. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruehe 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB Wirkung, Nebenwirkung oder Toxizitat von 
Wirksubstanzen uber veranderte morphologische Muster von Zellen oder 
Zellorganellen identifiziert werden. 

16. Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruehe 1 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen embryonale oder adulte StammzeJIen sind 
Oder davon abgeleitete funktional differenzierte Zelltypen. 

17. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspruehe 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daU zur Bestimmung genotypischer Nebenwirkungen oder 
Toxizitatseffekte Zelle, Zellverband, Organ oder Organismus unterschiedliche 
Genotypen und damit assoziierte Phanotypen reprasentieren. 
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localisations and co-localisations of at least two different molecules, in particular proteins, RNA molecules, or DNA segments, in 
at least one sub-populalion of cells, c) compari.son of the pattern obtained in step b) with patterns fn)m an unlrcalcd contml sample 
and d) determination of a physiological side-effect of the .substance by means of various patterns for a Ircatetl sample in comparison 
with an untreated sample. 
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(57) Zusaininenfassuiig: Vcriahrcn /.ur Bcstimmung von rcvcrsiblcn odcr irrcvcnnblcn physiologischcn Ncbcnwirkungcn cincr 
Substanz, wobci das Vcrfahrcn die Iblgcndcn Schrittc umlaBt: a) BcrciLslcllcn cincr mil dcr Substan/ bchandcUen l>robc, vor/.ugs- 
wcisc bcstehcnd aus cincr '/jcWc odcr mehrercn Zxjlfcn in eincm Zxillvcrband odcr cincm Organ, b) Bcslimmen /xjllularcr untVodcr 
suby^llularcr Muster aus orlHchcr l^>kalisalion und Co-l^)kaHsalion und Kony.cnlration von mindcsicns /.wci vcrschicdcncn Molcku- 
Icn, insbcstjndcrc Prolcinc, RNA-Molckulc odcr DNA-Scgmcnlc, in mindcstens cincr Subpopulation von Z/jllcn, c) Vcrglcichcn dcr 
im Schrilt b) crtiallcncn Muster mil Muslcm cincr unbchandclten Konlrollprobc, d) lirmitlcin cincr physiologischcn Ncbcnwirkung 
dcr Substan/. anhand untcrschicdlichcr Muster Pur cine bchandcltc l^bc im Vcrglcich /.u cincr unbehandcllcn Pn>bc. 
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